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ELICITACIÓN DE RAÍCES CULTIVADAS IN VITRO DE Brugmansia candida 
(SOLANACEAE) CON L-ARGININA, PRECURSOR DE ALCALOIDES  
DEL TROPANO 
 
ELICITATION OF IN VITRO CULTIVATED ROOTS OF Brugmansia candida (SOLANACEAE) WITH L-
ARGININE, PRECURSOR OF TROPANE ALKALOIDS 
 
RESUMEN 
Los géneros de la familia Solanaceae son estudiados por la presencia de 
alcaloides del tropano, los cuales son utilizados en diversos tratamientos 
médicos por actuar sobre el sistema nervioso periférico; por tal razón, raíces 
cultivadas in vitro de Brugmansia candida, en el medio Schenk y Hildebrandt 
(SH) fueron elicitadas con L-Arginina a 10, 100 y 1000 mg/L, para evaluar su 
efecto en la producción de escopolamina. Alícuotas de las raíces normales 
elicitadas se extrajeron con diclorometano en Soxhlet, cuyos extractos se 
reconstituyeron en 1.0 mL de buffer fosfato a pH 6.0. La concentración de 
escopolamina fue determinada por HPLC, empleando el método del estándar 
externo. A 1000 mg/L de L-Arginina (tratamiento 3) se produjo la mayor 
concentración de escopolamina en base seca (10.13 mg/g) al día 15.   
 
PALABRAS CLAVE: Escopolamina, hiosciamina, HPLC, L-Arginina, raíces 
normales 
 
ABSTRACT 
Genera of the Solanaceae family have been investigated for the presence of 
tropane alkaloids; they are used in the treatment of several diseases because of 
their action on the peripheral nervous system. Therefore, in vitro root cultures 
in the media Schenk and Hildebrandt (SH) of Brugmansia candida were 
elicitated with L-Arginine at 10, 100 and 1000 mg/L, to evaluate their effects in 
scopolamine production. Elicitated normal root aliquots were extracted in 
Soxhlet with dichloromethane. The concentrated extracts were dissolved in 1.0 
mL of phosphate buffer at pH 6.0 to determine the scopolamine contents by 
HPLC and following the external standard method. The roots at 1000 mg/L 
(treatment 3) gave the highest scopolamine contents on dry bases (10.13 mg/g) 
at day 15. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
Brugmansia candida es un híbrido natural entre B. aurea 
y B. versicolor (ambos de la familia Solanaceae) que se 
encuentra distribuido en todos los climas y relieves de 
Colombia especialmente en la región Andina [1]. B. 
candida produce particularmente escopolamina, usada en 
medicina contra espasmos en la vejiga, del intestino o de 
la vesícula biliar; también se emplea para prevenir el 
asma y aliviar la enfermedad de obstrucción pulmonar 
crónica [2]. 
 
Los alcaloides del tropano, tales como escopolamina, 
hiosciamina y otros ésteres de la tropina (ver figura 1), 
constituyen uno de los grupos de metabolitos secundarios 
(MS) más distintivos de la familia Solanaceae, cuyas 
plantas son de importancia económica en los sectores 
agrícola y farmacéutico [3]. Por ejemplo, se han 
realizado estudios con los géneros Datura, Hyoscyamus, 
Duboisia,  
 
 
Brugmansia y Atropa evaluando el contenido de los 
alcaloides del tropano con raíces transformadas [1].  
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Figura 1. Estructura de algunos alcaloides del tropano 
 
En el género Brugmansia los alcaloides del tropano son 
biosintetizados principalmente en las raíces y desde allí 
son translocados a la parte aérea de la  planta. 
Consecuentemente, el cultivo in vitro de las raíces 
normales y transformadas de especies de Brugmansia es 
una alternativa tecnológica apropiada para producir estos 
alcaloides [4, 5].  
 
La obtención de los alcaloides del tropano mediante 
síntesis química es difícil y costosa; pero el cultivo in 
vitro es una alternativa interesante, desde la cual se 
garantiza un abastecimiento estable, uniforme e, 
independiente de las variaciones estacionales  y de las 
condiciones del medio circundante [4]. Se han realizado 
muchos esfuerzos para desarrollar métodos 
económicamente viables para la obtención de alcaloides 
del tropano, principalmente de hiosciamina y 
escopolamina, mediante la técnica de cultivo de 
suspensiones celulares. 
 
La ruta biosintética de los alcaloides del tropano, se 
resume en la figura 2. 
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Figura 2. Ruta biosintética propuesta para los alcaloides del 
tropano. ADC, arginina descarboxilasa; ODC, ornitina 
descarboxilasa; PMT, putrescina N-metiltransferasa; DAO, 
diamina oxidasa; TR, tropinona reductasa; y H6H, hiosciamina 
6β−hidroxilasa [6].  
 
Los alcaloides del tropano siguen la vía de la putrescina, 
que es un producto de la ornitina a través de la ornitina 
descarboxilasa (ODC) o de la arginina a través de la 
arginina descarboxilasa (ADC) o entre ambas. La 
putrescina es a su vez N-metilada por la putrescina N-
metiltransferasa (PMT) [6]. Seguidamente es deaminada 
oxidativamente por la enzima diamina oxidasa (DAO) a 
4-aminobutanal que se cicla espontáneamente  al catión 
1-metil-1-pirrolinium, el cual se condensa con el ácido 
acetoacético para producir higrina o sirve como precursor 
del anillo del tropano formando la tropinona, que es el 
primer intermediario con este anillo [7]. La tropinona es 
reducida por la tropinona reductasa (TR-I) a tropina, la 
cual se condensa con el ácido β-fenil-láctico, 
produciendo hiosciamina. La escopolamina se forma a 
partir de la hiosciamina via 6β-hidroxihiosciamina por  la 
enzima bifuncional hiosciamina 6β-Hidroxilasa (H6H) 
[6]. 
 
En el cultivo de tejidos, la adición de precursores 
apropiados o compuestos relacionados, algunas veces 
estimula la producción de los MS [8]. Esta alternativa 
puede ser aprovechada si el precursor no es costoso. Los 
alcaloides del tropano de la familia Solanaceae son MS 
biosintetizados, en muy pequeñas cantidades [3] y la 
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adición de precursores a los medios de cultivo in vitro 
puede estimular la producción de estos compuestos en el 
material vegetal, logrando que se produzcan en mayores 
cantidades. Por ejemplo, la elicitación con ácido 
fenilacético y arginina, de las raíces cultivadas in vitro de 
Datura innoxia [8], Scopolia parviflora [9] y Datura 
stramonium [10], aumentaron la producción de los 
alcaloides hiosciamina y escopolamina, respectivamente.      
 
El propósito de este trabajo fue evaluar el efecto de la 
adición de L-Arginina como precursor de los alcaloides 
del tropano, a las raíces normales cultivadas in vitro de B. 
candida.                        
 
2. METODOLOGÍA 
 
2.1. MATERIAL VEGETAL 
 
Las raíces normales usadas en esta investigación se 
obtuvieron de trabajos previos del Grupo Biotecnología-
Productos Naturales (GB-PN), a partir de semillas de B. 
candida recolectadas en el Parque Regional Nacional 
Ucumarí (PRNU) (Risaralda-Colombia) [1].  Las raíces 
se subcultivaron en el medio de cultivo Schenk y 
Hildebrandt (SH) [11] suplementado con 3% de sacarosa, 
3 mg/L de ácido α−naftalenacético (ANA) y 0.8 % de 
agar, ajustado a pH 5.8 y esterilizado por 20 min a 121.4 
°C y 25 psi [1]. 
 
2.2. ELICITACIÓN DE LAS RAÍCES NORMALES 
CULTIVADAS IN VITRO 
 
Las raíces normales in vitro de B. candida fueron 
elicitadas a  concentraciones de 10 (tratamiento 1), 100 
(tratamiento 2) y 1000 (tratamiento 3) mg/L de L-
Arginina y empleando el respectivo control negativo. 50 
mL del medio SH fueron transferidos a frascos de vidrio 
de 140 mL, donde se inocularon con 0.5 g de raíces 
frescas en condiciones estériles. Las raíces se agitaron a 
80 rpm en la oscuridad, a una temperatura entre 23-25 ºC 
y una humedad relativa del 83%.  
 
2.3. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 
 
Después de 5 días de iniciados los experimentos tres 
frascos del control y tres de cada tratamiento fueron 
tomados aleatoriamente; las raíces se filtraron por 
gravedad y  sus pesos en base húmeda (BH) fueron 
determinados. Posteriormente, las raíces fueron secadas 
hasta peso constante a 60 ºC  para obtener el peso en base 
seca (BS). Periódicamente, cada 5 días y durante 35 días 
se tomaron tres frascos del control y de los tres 
tratamientos propuestos, para cuantificar los contenidos 
de escopolamina. Los análisis del control y los tres 
tratamientos, se realizaron por duplicado. 
 
2.4. EVALUCIÓN DEL CONTENIDO DE 
ESCOPOLAMINA EN LAS RAÍCES ELICITADAS  
 
2.4.1. EXTRACCIÓN DE ESCOPOLAMINA  
 
Una alícuota de 10 mg de las raíces normales secas, 
cultivadas in-vitro y elicitadas fueron extraídas por el 
método descrito en [12]. De esta manera, se obtuvieron 
los extractos de diclorometano que fueron concentrados a 
sequedad y refrigerados a 4 ºC hasta su análisis. Los 
extractos concentrados fueron disueltos en 1 mL de un 
buffer fosfato a pH 6.0. Cada muestra fue filtrada a través 
de una membrana de celulosa de 0.45 µm y 20 µL del 
filtrado se inyectaron en un cromatógrafo líquido de alta 
eficiencia (HPLC).  
 
2.4.2. CUANTIFICACIÓN DE ESCOPOLAMINA 
 
2.4.2.1. CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS 
 
Se utilizó un equipo de HPLC Hewlett Packard HP-1100, 
equipado con un detector de arreglo de diodos (DAD), 
inyector manual y una columna Hypersyl (ODS) de 
150×4.6 mm, 5 µm. Las condiciones cromatográficas 
utilizadas fueron las descritas por [13], modificando el 
volumen de inyección, que fue de 20 µL, el flujo se 
mantuvo a 1.3 mL/min y la detección se hizo a una 
longitud de onda de 210 nm. La fase móvil consistió en 
una mezcla de un buffer (pH 6.0) de fosfato de potasio 30 
mM-Metanol (80:20, v/v). Los datos se obtuvieron 
utilizando el programa HP ChemStation versión A5.01. 
La cuantificación de escopolamina se realizó por el 
método de estándar externo  empleando una curva de 
calibración a las concentraciones de 1, 5, 10, 25, 50 y 100 
mg/L de L-Arginina. 
 
2.4.2.2. VALIDACIÓN DEL MÉTODO 
Para confirmar la confiabilidad y robustez del método de 
HPLC empleado, se evaluaron los parámetros de 
linealidad, selectividad, precisión, límite de 
cuantificación (LC) y límite de detección (LD) [14]. 
 
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
3.1. MORFOLOGÍA DE LAS RAÍCES 
 
Las raíces formadas a partir de los callos se convirtieron 
en una masa esférica en las cuales se distinguieron dos 
regiones como se menciona en [9]: la primera, es la 
región de crecimiento activo, que incluye la parte 
superior y la superficie central de la esfera de la raíz; la 
segunda, es la región con crecimiento bajo, 
correspondiente al interior de la raíz que adquiere un 
color café en los tejidos senescentes. 
 
3.2. CRECIMIENTO DE LAS RAÍCES 
 
En la figura 3 se muestra la curva de crecimiento en BS 
de las raíces cultivadas in vitro del control y de                                                                                                                                                                                                                                                                         
los tres tratamientos. Las raíces del control y el 
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tratamiento 1 presentaron un modelo de crecimiento 
similar a las descritas para la obtención de raíces de 
Scopolia parviflora, tanto en cultivo in vitro como en 
biorreactor [9], donde se identificaron tres fases. 
 
 
 
Figura 3. Curva de crecimiento de las raíces in vitro de B. 
candida en base seca (BS). 
 
La primera fase, fue de adaptación (0-5 días de cultivo) 
donde las raíces se ambientaron al medio fresco y las 
condiciones medioambientales renovadas. La segunda 
fase, es la exponencial-lineal (5-30 días de cultivo), 
periodo en el que aumentó considerablemente la biomasa. 
Por último, la tercera fase es la estacionaria (30-35 días 
de cultivo) región en la cual las raíces llegan a su 
máximo de crecimiento y después del cual empiezan a 
fenecer. Este modelo de crecimiento también se ha 
encontrado en otras especies de la familia Solanaceae 
como Duboisia myporoides, D. leichhardtii [15], Atropa 
belladona [16] e Hyoscyamus niger [17]. Por otra parte, 
las curvas de crecimiento de las raíces de los tratamientos 
2 y 3 no presentaron similitud a los modelos reportados 
en las referencias particularmente los de Mint et al. [9].  
 
Es posible relacionar el crecimiento pobre de las raíces 
de los tratamientos 2 y 3 con el efecto tóxico de L-
Arginina a 100 y 1000 mg/L, respectivamente [18] o a la 
producción elevada de escopolamina, la cual puede ser 
tóxica para las mismas raíces a altas concentraciones 
[19]. 
 
3.3. ÍNDICE DE CRECIMIENTO 
 
Como se observa en la tabla 1 los valores de los índices 
de crecimiento (IC), del control y el tratamiento 1 para el 
día 35, están muy cercanos entre sí y corresponden a 19.6 
y 19.5, respectivamente y  son 4.5 veces mayores al valor 
de IC del tratamiento 2. El IC del tratamiento 2, más que 
duplica (2.15 veces) el IC del tratamiento 3 en las 
determinaciones del día 35. 
 
Tabla 1. Índice de Crecimiento de las raíces de B. candida  
elicitadas con L-Arginina. 
 
1IC = MF/MI, MI = biomasa del inóculo y MF = biomasa el día 
de la medición 
 
Estos valores son inferiores a los obtenidos por [20] con 
un IC de 24 al día 21 de cultivo (10.1 para el control en 
este trabajo para el día 20) de raíces transformadas de B. 
candida y para el IC reportado para las raíces 
transformadas de Hyoscyamus niger de 45 [17]. Estas 
diferencias marcadas pueden ser debidas, en primer 
lugar, a la cantidad de inóculo; el de las referencias fue 
inferior a los 0.5 g empleados en este trabajo, lo cual 
permitió a una cantidad dada de raíces disponer en 
determinado momento de mayor suministro de nutrientes, 
lo que puedo acelerar su crecimiento [9]. En segundo 
lugar, está el empleo de raíces transformadas, las cuales 
tienen una alta tasa de crecimiento y mayor producción 
del metabolito secundario de interés cuando se compara 
con las raíces normales [5]. En tercer lugar está el medio 
empleado, en [17] y [20] se utilizó B5, diferente al SH en 
cuanto a la composición de sus sales, lo cual puede 
influir  de alguna manera en el crecimiento de las raíces 
[21]. 
 
3.4. CUANTIFICACIÓN DE ESCOPOLAMINA  
 
En la figura 4 se presenta la concentración de 
escopolamina de las raíces cultivadas in vitro y elicitadas 
con el precursor L-Arginina. El comportamiento del 
control y los tratamientos 1 y 2 se asemejan al modelo 
obtenido por [9] y [15], en el sentido de una producción 
relativamente constante entre un rango pequeño de 
concentraciones (0.52 - 3.11 mg/g en BS). 
 
 
 
Figura 4. Concentración de escopolamina en las raíces normales 
de B. candida del control y los tres tratamientos realizados. 
Índice de Crecimiento 1 
Tratamientos 
Días 
Control 
 
 1 
 
 
 2 
 
 
 3 
 
5 1.4 1.6 1.5 1.4 
10 2.5 2.5 1.8 1.5 
15 5.2 5.7 2.0 1.9 
20 10.1 7.0 2.5 1.7 
25 11.4 14.1 2.6 1.7 
30 18.5 17.5 3.4 1.7 
35 19.6 19.5 4.3 2.0 
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El tratamiento 3 por su parte, mostró la mejor curva de 
producción, llegando a su máximo al día 15 con 10.13 
mg/g en BS, descendiendo drásticamente y alcanzando 
una concentración mínima de 1.23 mg/g en  BS al día 35. 
 
3.5. EFECTO DE L-ARGININA COMO 
PRECURSOR EXÓGENO 
 
La adición de L-Arginina a 10 mg/L en el medio de 
cultivo no tiene un efecto significativo sobre el 
crecimiento de las raíces, pero al ser incorporada a 
concentraciones de 100 y 1000 mg/L causó una 
reducción severa del crecimiento, efecto que podría estar 
asociado a la acción tóxica ejercida por el precursor a 
estas concentraciones o a una mayor síntesis de 
escopolamina o de sus precursores, los cuales pueden 
ejercer una acción tóxica sobre las raíces. 
 
Por lo anterior, se confirma que la producción de MS está 
relacionada con el crecimiento pobre de las raíces [5], lo 
cual, también puede ser el resultado del efecto tóxico del 
MS sobreproducido, puesto que las plantas mantienen su 
homeóstasis y una alteración de sus equilibrios puede ser 
nociva para las mismas. Para los tratamientos 1 y 2 la 
adición de L-Arginina no estimuló la producción de 
escopolamina. Como se menciona en [10] y se muestra 
en la figura 2, la ADC es una de las dos primeras enzimas 
involucradas en la biosíntesis y tienen un potencial 
enorme, limitante del flujo. Además de esta enzima, las 
PMT e H6H son claves en la biosíntesis de alcaloides del 
tropano [22], las cuales deben derregularse para estimular 
la sobreproducción de escopolamina [17]. También se 
puede considerar que TR-I compita con TR-II por la 
tropinona, que conduce a las calistegeninas vía pseudo-
tropina, ver figura 2 [22]. 
 
3.6. VALIDACIÓN DEL MÉTODO DE 
CUANTIFICACIÓN POR HPLC 
 
Los resultados del proceso de validación, siguiendo los 
procedimientos que se mencionan en [14], se muestran en 
la tabla 2.  
 
Tabla 2. Resultados de la validación del método de 
cuantificación por HPLC. 
 
Parámetro Resultado 
Linealidad 0.99730 
Selectividad R›1.59 
Precisión RSD = 1.96% 
Límite de Detección (LD) 1 mg/L 
Límite de Cuantificación(LC) 1 mg/L 
 
La linealidad se midió con el coeficiente de regresión 
lineal (r), siendo similar a los obtenidos en [23] y [24] 
con r = 0.99686 y 0.99870, respectivamente. Indicando 
que hay una buena proporcionalidad entre la 
concentración del analito y la respuesta del equipo. 
 
La selectividad se valoró con la resolución. En todos los 
casos se presentó un R› 1.59, lo cual indicó una 
separación del 100% entre los diferentes compuestos 
[14]. La precisión se midió a través de la desviación 
relativa estándar (RSD) cuyo valor fue de 1.96%, que es 
aceptable. Tanto el LC como el LD corresponden al 
primer nivel de la curva de calibración (1 mg/L), debido 
a que una concentración menor de escopolamina no 
produjo una señal lo suficientemente intensa para 
identificarla y por consiguiente cuantificarla. 
 
4. CONCLUSIONES 
 
Las raíces normales de B. candida se mantuvieron en 
condiciones in vitro empleando el medio cultivo SH 
líquido, suplementadas con 3% de sacarosa  y 3 mg/L de 
ANA, elicitadas con 10, 100 y 1000 mg/L de L-Arginina, 
logrando los mejores resultados con el tratamiento 3 que 
produjo la mayor concentración de escopolamina en el 
día 15 con 10.13 mg/g en BS y la mayor producción neta 
del alcaloide al día 10 con 0.26 mg. 
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